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Beschreibung

Verfahren zum Nachweis von Nukleotidsequenzen, Verwendung des

Verfahrens und Testbesteck

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Nukleo-
tidsequenzen, wobei die Schritte der reversen Transkription
und / oder Amplifikation, Hybridisierung und Detektion vor-—
zugsweise in ein und derselben Reaktionskammer durchgefihrt

werden.

In den letzten Jahren haben Fortschritte in der Molekularbio-
logie sowie der Abschluss des HUGO-Projektes und damit die
komplette Erfassung der Basenfolge der menschlichen DNA zu
neuen Fragestellungen gefiihrt, die in der biologischen Grund-
lagenforschung, in der Medizin und bei der Entwicklung wvon

Medikamenten routinemdRig bearbeitet werden.

Zu diesen Fragestellungen gehdrt z.B. die Detektion einer Va-
riation im Erbgut eines individuellen Organismus im Rahmen
einer Genotypisierung. Beispiele filir derartige Variationen
sind die seltenen Punktmutationen in der genomischen DNA

oder die hdufigeren Punktmutationen an einer einzelnen Stelle
der genomischen DNA (Single Nucleotide Polymorphism, SNP).
Von einer SNP wird der Literatur nach gesprochen, wenn die
jeweilige Mutation in mindestens 1% der Organismen auftritt.
Ein anderes Anwendungsgebiet ist die Expressionsanalyse, d.h.
die Bestimmung des Grades der Aktivitdt (Expression) eines

Gens in individuellen Zellen, Gewebetypen oder Organismen.

Beide Disziplinen filhren zu Erkenntnissen ilber Funktionen,
Storungen und Krankheiten von Organen und Geweben und werden
hdufig zur Bestimmung von Infektionskrankheiten oder in der
Onkologie, z.B. zur Gewebetypisierung angewendet. Allgemein
kénnen diese Methoden iUberall dort zum Einsatz kommen, wo ge-—
eignete hybridisierbare Molekiile, wie z.B. Nukleinsduren, be-
stimmt werden sollen. So umfasst das Gebiet der Anwendungen

nicht nur die Humanmedizin oder Tiermedizin, sondern
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auch die forensische Diagnostik, die Umwelt- und Lebensmit-

telanalytik oder den Pflanzenschutz.

Neben den etablierten Analyseverfahren, wie z.B. der Gele-
lektrophorese oder Massenspektrometrie, kommen hierfiir seit
einigen Jahren auch so genannte Mikroarrays zum Einsatz. Mik-
roarrays, manchmal auch als "Genchips" bezeichnet, sind die

bedeutendste Gruppe der Biochips.

In einem Mikroarray kommt es zu chemischen Wechselwirkungen
zwischen einer unbekannten Probensubstanz und bekannten Refe-—
renzsubstanzen. Durch die Auswahl geeigneter Referenzsubstan-
zen und die Beobachtung des Verlaufs und der Ergebnisse der
Wechselwirkungen lassen sich Erkenntnisse tUber die unbekannte
Probensubstanz erzielen. Als Referenzsubstanzen werden auf
den Innenfl8chen der Reaktionskammern der Mikroarrays immobi-
lisierte einzelstrdngige Nukleinsduremolekiile verwendet (Fan-—
ger—0Oligonukleotide), die komplementdr zu den zu detek-
tierenden Probenukleinsduremolekiilen sind. Im Nachfolgenden
bezieht sich der Begriff Probennukleinsduresegquenz auch auf
Templatnukleinsduresequenz oder Zielnukleinsduresequenz und
der Begriff Probennukleinsdure auch auf Templatnukleinsdure

oder Zielnukleinsdure.

Der Ablauf eines Experimentes mit Mikroarrays besteht meist

aus folgenden Schritten:

(1) Probenvorbereitung

(2) a) Amplifikation der Zielsequenz(en), ggf. einschlieBlich
Markierung und/oder

b) reverse Transkription der Zielsequenz(en), ggf. ein-—

schlieRlich Markierung

(3) sowelt unter (2) keine Markierung erfolgt ist, ggf.
zusdtzliche Markierung der in (2) erhaltenen Amplikons

(4) Hybridisierung der in (2) und/oder (3) erhaltenen ggf.
markierten Amplikons mit unmarkierten Fanger-0ligo-
nukleotiden und

(5) Detektion der in (4) entstandenen markierten Hybridmo-
lekiile.
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Nachfolgend ist das Verfahren kurz detaillierter beschrieben:

(1) Probenvorbereitung: Die zu analysierende Probe (z.B.
Blut, Speichel, Gewebe, Pflanzen etc.) wird geeignet aufbe-
reitet, i.d.R. um deren zu bestimmende Nukleinsduren anzurei-
chern und sie von den im Nachfolgenden, die Bestimmung st&-

renden Substanzen abzutrennen.

(2a) Amplifikation: Ublicherweise liegen die zu untersuchen-

den Nukleinsdureseguenzen nur in wenigen Kopien in einer Zel-
le vor und miissen daher zuerst vervielfacht werden. Dies ge-

schieht hadufig mit der Polymerasekettenreaktion ("polymerase

chain reaction™, PCR) oder anderen dem Fachmann bekannten

Verfahren.

Um eine bestimmte DNA-Sequenz im Sinne der allgemein gadngigen
PCR-Methode aus einer Probe zu vervielfachen, wird die Pro-
ben-DNA in Gegenwart einer DNA-Polymerase, den einzelnen vier
Deoxyribonukleotiden (dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und einem
Oligonukleotidpaar Zyklen von definierten Temperaturschwan-
kungen unterworfen, die es ermdglichen, die einzelnen Schrit-
te des Annealing (Anlagerung), der Elongation (Verldngerung)
und der Denaturierung auszufiihren. Das Oligonukleotidpaar
wird 1.d.R. so hergestellt, dass beide Oligonukleotide des
Paares aus ca. 15 bis 30 Deoxyribonukleotiden aufgebaut sind,
wobei ihre Sequenzen so gewdhlt sind, dass einer der beiden
Oligonukleotide komplementdr zu dem 5'-Ende des Sense-DNA-
Stranges der Zielnukleinsduresequenz ("upstream”) und der an-—
dere komplementdr zu dem 5'-Ende des Antisense-DNA-Stranges

("downstream") der Zielnukleinsduresequenz ist.

Beim Annealing hybridisieren nun die beiden Oligonukleotide
Jjeweils unmittelbar "upstream" und "downstream" der Zielse-

quenz.

Bei der Elongation ergdnzt die DNA-Polymerase (z.B. Tag-Poly-

merase) Jjedes an die Template-DNA gebundene Oligonukleotid in
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5'- nach 3'- Richtung unter Einbau freier Deoxyribonukleotide
im Sinne der Templatesequenz. Dieser Vorgang geht zundchst
Uber das Ende der Zielsequenz hinaus, so dass Einzelstrange
entstehen, die auf der einen Seite mit einer Oligonukleotid-
sequenz abschlieBen und auf der anderen Seite durch das Ende
der Template-DNA bestimmt sind bzw. mit einer durch die Dauer
des Amplifikationsschrittes bestimmten Nukleotidsequenz ab-
schlieBen. Die so als Doppelstrang vorliegenden amplifizier-

ten DNA-Einzelstrangsequenzen nennt man Amplikons.

Danach folgt eine weitere Denaturierung, und es beginnt ein
erneuter PCR-Zyklus, d.h. Teilung des im vorhergehenden
Schritt erhaltenen DNA-Doppelstranges und die Anlagerung von
Oligonukleotiden "upstream” und "downstream" der Zielsequenz.
Die folgende Elongation ist nun schon zum Teil durch die Lan-
ge des Uberhangs begrenzt, und es entstehen Amplikons mit

beidseitig endstdndigen Oligonukleotiden.

Wahrend der weiteren Zyklen wird der Anteil der Amplikons mit
beidseitig endstédndigen Oligonukleotiden prdavalent gegenlber
denen, die nicht auf beiden Seiten bindig mit den Oligonukle-—

otidsequenzen abschlielen.

Idealerweise verdoppelt sich mit jedem Zyklus die Anzahl der
Amplikons, so dass z.B. nach 30 Zyklen pro Proben-DNA 2°°

Amplikons zur Verfligung stehen. Diese hohe Anzahl ist fir die
anschlieBende Hybridisierungsreaktion typischerweise ausrei-

chend.

Das PCR-Protockoll, das die Temperaturen und die Jjeweiligen
Zeitdauern der PCR-Zyklen festlegt, hangt hauptsdchlich von
der Lange und der Sequenz der zu detektierenden Zielsequenz,
der Art der verwendeten Polymerase, den Konzentrationen wvon
Additiven, wie z.B. Mg-Ionen, DMSO, Glycerin usw. und der

Konzentration der Oligonukleotiden in der PCR-L&sung ab.

In den meisten Fdllen werden die Zielmolekiile (z. B. amplifi-

zierte DNA) mit molekularen Markern gekoppelt, mit deren Hil-
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fe das Vorhandensein oder die Konzentration der relevanten
DNA-Molekile bestimmt werden k&nnen. Als Marker werden bevor-
zugt optisch aktive (z. B. fluoreszierende), magnetische, e-
lektrochemische, biologische oder radioaktive Gruppen einge-
setzt, die bereits mit den Oligonukleotidpaaren verknlUpft
sind. Es ist auch bekannt, dass sich im Zuge der Amplifika-
tion durch Einbau von bereits markierten freien Deoxyribo-

nukleotiden markierte Amplikons erhalten lassen.

Im Zuge der Amplifizierung kdnnen nicht nur eine, sondern
auch mehrere Zielsequenzen aus der Probe amplifiziert werden.
Hierzu verwendet man in der Amplifikationsldsung Primer filr
diese verschiedenen Zielsequenzen. Die Amplifikationen dieser
Zielsequenzen laufen dabei simultan ab. Dieses Multiplexing
ist jedoch hdufig auf eine kleine Anzahl von Zielsequenzen
(Kandle; Multiplexgrad) limitiert. Hauptsdchlich ist diese
Limitierung dadurch bedingt, dass Jjedes Primerpaar fir eine
optimale Amplifikationseffizienz spezifische Randbedingungen
bendtigt (z.B. Temperatur, Salzgehalt, Primerkonzentration,
Zusammensetzung der Amplifikationsldsung, Zyklus-Timing). Je
mehr Primerpaare in der LOsung enthalten sind, desto griéBer
werden fir eine zunehmende Anzahl von Primerpaaren die Abweil-—
chungen der tatsdchlichen Verhdltnisse der Amplifikation wvon
jeweiligen optimalen Reaktionsbedingungen. Dadurch kommt es
zu Konzentrationsunterschieden zwischen den verschiedenen
PCR-Produkten (Amplikons), die sich mit jedem PCR-Zyklus ver-
stdrken. Diese signifikanten Konzentrationsunterschiede bei
den PCR-Produkten bei Abschluss der Reaktion erschweren die
nachfolgende Hybridisierung erheblich, da sie dazu fiihren,
dass die Signalintensitdt bei der Hybridisierung nicht repra-
sentativ fir die Konzentration der entsprechenden zu untersu-
chenden Zielsequenzen ist. Die Fehlerhaftigkeit der Signal-
emission kann sogar so weit filihren, dass die Signalintensita-
ten den dynamischen MeRbereich der Detektion iibersteigen und

die Erfassung einzelner Zielsequenzen erschweren.

(2b) Reverse Transkription (RT): Hier entfdllt meist der

Schritt der Amplifikation, da hier die von der Zelle reich-
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lich produzierte mRNA in Gegenwart von freien Desoxyribo-
nukleotiden und dem Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umge-—
schrieben wird. Die Menge der erhaltenen c¢DNA ist oftmals
ausreichend fir die weiteren Schritte. Gegebenenfalls kann
weiterhin aber die ¢DNA auch mittels PCR amplifiziert werden
(sog. "RT-PCR").

Es ist auch hier bekannt, dass sich im Zuge der reversen
Transkription durch Einbau von bereits markierten freien Deo-—

xyribonukleotiden, markierte cDNA erhalten 1laBt.

(3) Markierung: Eine Markierung von amplifizierter oder cDNA
ist auch in einem gesonderten Schritt mittels einer markier-
ten Sonde méglich. Diese Sonde besteht aus einer mit einem
Marker versehenen Oligonukleotidsequenz, die zu einem be-

stimmten Abschnitt der Zielsequenz komplementdr ist.

Die DE 198 14 001 Al beschreibt z. B. ein solches Verfahren
zum Nachweis einer Nukleinsdure durch Amplifikation eines
Teilstilickes der Zielsequenz mittels zweier Oligonukleotide in
Anwesenheit einer Sonde mit verknilpfter Reporter- und Quen-
chergruppe, womit nach erfolgreicher Hybridisierung ein Sig-

nal gemessen werden kann.

(4) Hybridisierung: Die mit Markern ausgestatteten Zielmole-—
kiile werden in einer Reaktionskammer mit an deren Innenseite
immobilisierten hybridisierbaren Oligonukleotiden (Fanger-—
Oligonukleotid) in Kontakt gebracht. Nach einer erfolgten
Hybridisierung eines Zielmolekiils mit einem Fa&nger-0ligo-—
nukleotid kommt es am Ort seiner Immobilisierung zu einer
Haufung von Markern, deren Signalemission spezifisch flir ein
Bindungsereignis ist. So ldsst eine hohe Signalstdrke auf ei-
ne hohe Konzentration eines Zielmolekiils und damit auf die
An— oder Abwesenheit z.B. eines SNPs oder einen hohen Akti-

vierungsgrad eines bestimmten Gens im Gewebe schlieBen.

(5) Detektion: Die Signalerfassung kann einmal inhdrent ober-—

fldchennah erfolgen. Hierbei werden aufgrund des Messverfah-
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rens Signale von Markern, die nicht in der Ndhe des Substra-
tes gebunden sind, nicht erfasst, z.B. bei magnetischen Mar-
kern, die nur in unmittelbarer Substratndhe ein homogenes
Magnetfeld beeinflussen, oder bei fluoreszierenden Molekiilen
im evaneszenten optischen Feld. Bei Verwendung von Verfahren,
die keine inhdrente Diskriminierung der Entfernung der sig-
nalgebenden Marker vom Substrat zulassen, z.B. Fluoreszenzop-—
tik mit Durchleuchtung der gesamten Reaktionskammer, sind vor
der Signaldetektion {iblicherweise Waschschritte erforderlich,
die alle nicht an die Bodenplatte gekoppelten Marker ent-
fernt, um das stdrende Hintergrundsignal zu minimieren. Die
Signaldetektion kann auch quantitativ erfolgen, was filir die
Expressionsanalyse unverzichtbar ist. Die Intensitdt der Sig-
nalemission stellt somit ein direktes MabB flir die Aktivitat

eines Gens oder Genabschnittes dar.

Bei typischen Mikroarrays kdnnen auf ein und demselben Tra-
germaterial in bekannter Weise Spots von unterschiedlichen
Fangermolekiilen in einem Raster angeordnet sein, so dass eine
Vielfalt von unterschiedlichen Zielnukleinsduresequenzen
(z.B. DNA oder mRNA) gleichzeitig (parallel) bestimmt werden
kann. Je hdher der Grad der Parallelisierung der Untersuchun-
gen, die mit einem Array durchgefiihrt werden sollen, desto
hoéher ist die erforderliche Anzahl verschiedener Spots. Die
durch verschiedene Féangermolekiile nachzuweisenden Sequenzen
werden dabei durch degenerierte Oligonukleotidpaare oder kom-—
plett verschiedene Oligonukleotidpaare wadhrend der PCR ampli-
fiziert Dies nennt man Multiplexing(siehe oben Multiplexing).
Die Anzahl der Oligonukleotidpaare muss allerdings nicht ge-
nau mit der Anzahl der Spots identisch sein. So kann es z.B.
verschiedene Spots mit identischen Fangern geben, die durch
ihre Redundanz die Sicherheit des Untersuchungsergebnisses

verbessern.

Um rdumliche Inhibition der Hybridisierung zu vermeiden, wer-
den die Fadngermolekiile durch Spacermolekiile auf Distanz zur
Array-Bodenplatte gehalten. Eine Hybridisierung findet dann

statt, wenn ein signifikanter Teil der Zielsequenz zu dem der



10

15

20

25

30

35

WO 2007/000408 PCT/EP2006/063470

Fangersequenz komplementdr ist. In diesem Falle kommt es zu
einer Konzentration von Markermolekiilen in der N&he des

betreffenden Spots.

Mikroarrays werden fiir unterschiedliche Fragestellungen ein-
gesetzt. Beim Genotyping werden z.B. Unterschiede einzelner
Basen auf einem sonst identischen DNA-Abschnitt (SNPs) be-
stimmt. In diesem Falle muss eines der Oligonukleotide so
konzipiert sein, dass dessen 3'-terminale Base komplementar
zur Base auf der Original- bzw. Wildtypsequenz ist. Sollte
nun im Falle eines SNPs dieser DNA-Sequenz ein 'Mismatch'
auftreten, kdnnen die 3'-Base und die dazu komplementdre Base
auf der Zielseqgquenz keine Bindung eingehen und die DNA-Poly-
merase kann schlieBRlich das Oligonukleotid nicht verl&ngern.
Es entstehen also keine Amplikons, die mit den Fangeroligo-
nukleotiden hybridisieren k&nnten und es kommt so zu einem
Ausbleiben einer Signalemission. Die Signalemission als Folge
eines Hybridisierungsereignisses ist also ein Indikator fir
die vollstdndige Ubereinstimmung der Oligonukleotidsequenz

mit der entsprechenden Stelle auf der Ziel-DNA.

Alternativ hierzu kann ein Genotyping durchgefiihrt werden,
indem man Spots fir jede in Frage kommende genetische Varia-
tion aufbringt. Je nachdem, welche Variation in der Probe
vorliegt, variieren die Schmelztemperaturen der Spots, was
sich durch unterschiedlich starke Signalemissionen bei ver-—
schiedenen Temperaturen der Hybridisierungsl&sung erfassen

lasst.

In der WO 01/34842 A2 ist ein Verfahren zur Analyse von PCR-
Produkten auf einem Biochip beschrieben, bei welchem gemdal
dreil Primertypen verwendet werden: freie markiert, freie
nicht-markierte sowie immobilisierte nicht-markierte Fanger-
Primer. Bei der PCR entstehen markierte Amplikons, die auch

an den Fanger-Primern verldngert werden.

Die WO 99/47701 Al offenbart ein PCR-Verfahren, bei dem ein

einzelstrdangiges DNA-Molekiil mit einem komplementdren Primer
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vermischt wird. Ein zweiter Primer ist komplementdr zu Gegen-—
strang des DNA-Molekiils. Ein dritter Primer ist immobilisiert
und komplementdr zu der zu amplifizierenden Seguenz des DNA-

Molekils.

In der EP 1 186 669 Al ist ein PCR-Verfahren beschrieben, bei
dem zwei freie und ein immobilisierter Primer verwendet wer-—

den.

Nach dem Stand der Technik beschrédnkt sich der hier beschrie-
bene Funktionsumfang des eigentlichen Mikroarrays auf die fir
die Hybridisierung erforderliche Hybridisierungskammer. Die
Schritte der Probenvorbereitung (Isolation der Nukleinsduren
und ggf. die Markierung) und der Amplifikation finden auBer-—
halb des Mikroarrays statt und missen manuell durchgefihrt

werden.

Bei einigen Konzepten beinhaltet der Biochip neben dem ei-
gentlichen Mikroarray zusdtzlich mikrofluidische Komponenten,
die der Integration von Probenvorbereitung, Amplifikation und
Markierung dienen. Dies ist z.B. bei der "directif®"-Platt-
form der November AG gegeben. Hierbei muss eine Vielzahl von
mechanischen, fluidischen und elektrischen Komponenten auf
engem Raum integriert werden ("Lab-on-a-Chip"), was zu hohen
Kosten der meist nur einmal verwendbaren Biochips fihrt. Zu-
dem ist die Funktion eines solchen integrierten, mi-
niaturisierten Gesamtsystems aufgrund der hohen Komplexitdt

sehr anspruchsvoll.

Einige Konzepte verzichten zur Vereinfachung des Gesamtpro-—
zesses auf eine Markierung der Zielmolekiile. Diese Verfahren
kommen wegen ihrer geringen Sensitivitdt allerdings nicht fir

die Methode der Expressionsanalyse in Frage.

Da alle bisher bekannten Biochipplattformen die einzelnen
Prozessschritte sequentiell und in unterschiedlichen Reakti-

onskammern durchfiihren, lassen sich einzelne Schritte nicht
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wdhrend ihres Ablaufes verfolgen und kontrollieren. So muss
z.B. die Amplifikation immer bis zum Ende durchgefiihrt werden
und kann nicht zu einem geeigneten friheren Zeitpunkt termi-

niert werden.

Eines der Hauptprobleme des Konzeptes von Mikroarrays ist die
Anzahl der einzelnen Prozessschritte, die erforderliche Préa-
zision und der Geradateaufwand, mit der sie durchgefiihrt werden
miissen. Die Einzelschritte erfordern spezielle Ausstattung,

Erfahrung und Kenntnisse und stellen hdufig einen begrenzen-
den Faktor filir die Reproduzierbarkeit des Gesamtergebnisses

eines Mikroarray-Experimentes dar. Vor allem einem potentiel-
len Transfer des Mikroarraykonzeptes von der Forschung in die

diagnostische Routine steht dieser Umstand entgegen.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur
Durchfiihrung eines Mikroarrays zu etablieren, das die aus dem

Stand der Technik bekannten Nachteile wvermeidet.

Die vorliegende Erfindung ist durch die nachfolgenden unab-
hdangigen Ansprlche gekennzeichnet. Bevorzugte Ausfihrungsfor-
men sind Gegenstand der Unteranspriiche oder nachfolgend be-

schrieben.

Nach der vorliegenden Erfindung findet die
(I) Amplifikation der Zielmolekiile,

(IT) die Hybridisierung und die

(III) Detektion

vorzugsweise in ein und derselben Reaktionskammer statt.

Dadurch wird ein hoher Grad an Systemintegration ermdglicht
und die Prozessintegration flihrt zu geringeren Anfdlligkeiten
des Gesamtprozesses gegeniiber Schwankungen der Einzelpro-

zesse.

Vor Beginn der Amplifikation weist die Reaktionskammer des
Mikroarrays, Jjeweils mit der Ziel-Nukleotidsequenz hybridi-

sierbare



10

15

20

25

30

35

WO 2007/000408 PCT/EP2006/063470
11

— nicht markierte freie, d. h. nicht immobilisierte, Oligo-
nukleotide (nachfolgend hier kurz ,nicht-markierte Oligo-
nukleotide™ genannt),

- markierte, freie, d. h. nicht immobilisierte Oligonukleo-
tide (nachfolgend hier kurz ,markierte Oligonukleotide™ ge-—
nannt) und

— an die Kammerwdnde der Reaktionskammer oder an ein anderes
Tragermaterial gebundene nicht-markierte und immobilisierte
Oligonukleotide (nachfolgend hier kurz ,Fanger-0Oligonukleo-

tide™ genannt) auf.

Die obigen Oligonukleotide bestehen vorzugsweise aus 5 bis
100 und insbesondere aus 10 bis 30 oder auch nur 15 bis 25
Nukleotiden. Fir die Fadnger-Oligonukleotide ist die Anzahl
der Nukleobasen nicht besonders entscheidend, so dass diese
alternativ auch aus ldngeren Nukleinsduresequenzen aufgebaut

sein konnen.

Vorzugsweise ist die Anzahl der nicht-markierten Oligonukleo-—
tiden Ubersteigt gréBer als dabei die Summe aus markierten
Oligonukleotiden und Fanger-0Oligonukleotiden. Die nicht-mar-
kierten Oligonukleotidpaare dienen als Starter der nachfol-
genden Primer-Extension zur Bildung erster Amplikons wdhrend
der ersten Zyklen an den markierten und Fanger-Oligonukleoti-

den.

Es kommen in der Losung sowohl Sense- als auch Antisense-Pri-
mer fir eine bestimmte Zielsequenz vor. Das Verhdltnis zwi-
schen nicht-markierten Sense- und Antisense-Primern flr Jje-
wells eine bestimmte Zielsequenz kann im gesamten Bereich
zwischen den Extremfdllen ,Nur Sense“ oder nur ,Nur Anti-
sense™ variiert werden. Hierdurch wird der Grad der asymetri-
schenAsymmetrie der PCR bestimmt. Je hther die Konzentrati-
onsunterschiede der nicht-markierten Sense- und Antisense-—
Primer, desto geringer ist die Bildung doppelstrédngiger, frei
in Losung gebildeter Amplikons. Die Reaktion wird dadurch ge-—
dampft, und es kommt zu einem linearen Prozessverlauf, da der

Lawinencharakter der Reaktion weniger ausgeprigt ist. (Uber-
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gang einer exponentiellen Amplikonbildung in eine Lineare)
Diese Dampfung und Linearisierung beglnstigt die PCR-Multip-
lexfédhigkeit der Amplifikation, da es nicht zu lawinenartig
fortpflanzenden Konzentrationsdifferenzen verschiedener zZiel-
seguenzen kommt. Eine weitere die PCR-Multiplexfdhigkeit der
Amplifikation begiinstigende Wirkung der Asymmetrie ist das im
Extremfall vollstdndige Fehlen unmarkierter Amplikons, die
durch ihre eigene Hybridisierung die des markierten Amplikons
inhibieren. Eine dritte die PCR-Multiplexfdhigkeit der Ampli-
fikation begiinstigende Wirkung der Asymmetrie ist die mit dem
Grad der Asymmetrie zunehmende Abhdngigkeit des Reaktionsver-—
laufes von der Elongation markierter Primer. Diese wird be-—
grenzt durch die Einschrdnkung der Diffusionsbewegung dieser
Primer, die durch Masse und Volumen vor allem groBRer Marker,

z.B. magnetischer Beads, bewirkt wird.

ErfindungsgemdB werden die an die Marker gebundenen Primer
(markierte Oligonukleotide) mittels PCR oder Primer-Extension
verldngert. Dies fiihrt zu einem Einzelstrang, der im nachfol-
genden mit einem zu ihm komplementdren und an einer Trager-—
oberfldche immobilisierten Strang, gebildet aus einer weite-
ren PCR-Reaktion oder Primer-Extension, hybridisiert und so
als funktionaler Spacer (Brilicke) zwischen dem Marker und der
Trageroberfldche wirkt. Der Marker wird somit erfindungsgemal
an ein Tré8germaterial immobilisiert und kann mit oben genann-—
ten Methoden detektiert werden.

Zusdtzlich kann durch die Wahl unterschiedlicher Primerpaare
(Sense— und Antisense-Primer) eine PCR-Multiplex—Reaktion
durchgefiihrt werden. Der Multiplex-Grad (d.h. die Anzahl un-
terschiedlicher PCR-Produkte in einer Reaktion) wird durch
ein unausgewogenes Konzentrationsverhdltnis nicht-markierter
Sense— und Antisense-Primer im Verhdltnis zum korrespondie-—
renden markierten Primern (Bsp. Oligonukleotide an einem mag-
netischen Bead) begiinstigt. Befinden sich s&mtliche markier-
ten Sense-Primer beispielsweise an einem volumintsen Marker
(Bsp. Bead-Trdger) und der Antisense-Primer liegt frei in LG&-
sung vor, so geht die PCR nach Elongation der meisten gebun-

denen Primer zunehmend in die lineare Amplifikationsphase.
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Die Konzentrationsunterschiede der gebildeten Amplikons einer
jeden Sequenz sind dann nicht so hoch als bei einer konventi-
oneller PCR-Multiplex—-Reaktion, so dass bei der nachfolgenden
Hybridisierung eine wesentlich grdBere Anzahl verschiedener
Seguenzen mit immobilisierten Oligonukleotiden nachgewiesen

werden konne

Hybridisierungsschritte lassen sich erfindungsgemdB nach Jje-
dem PCR-Zyklus durchfiihren, sobald erste Hybridisierungse-—
reignisse markierter Amplikons erwartet werden kdnnen. So er-—
hdlt man eine Aussage lUber das dynamische Hybridisierungs-
verhalten, indem man Detektionssignale aufeinanderfolgender
PCR-Zyklen miteinander vergleicht. Dadurch hat man Kontrolle
dariber, ob sich die Amplifikation in einem friilhen Amplifika-
tionsbereich oder in der Sdttigung befindet und erreicht eine
wesentlich bessere Quantifizierung der Messergebnisse. Auler-—
dem erhdlt man dadurch ein Abbruchkriterium fiir den gesamten
Prozess. Einem Hybridisierungsschritt kann dann ggf. nachfol-

gend wieder ein Amplifikationsschritt angeschlossen werden.

Weiterhin ldsst die Erfindung durch den hohen Anteil nicht-
markierter Oligonukleotiden und die im Vergleich geringere
erforderliche Konzentration markierter Oligonukleotiden in
der Reaktionsldsung den Einsatz groBer Markergruppen, wie

z.B. magnetischer Beads in kleinen Reaktionskammern zu.

Die Erfindung macht es auch méglich, der Reaktionsldsung wah-
rend des Prozesses (I) bis (III) keine zusdtzlichen Reagen-—
zien zuzuflhren. Alle zur Reaktion bendtigten Reagenzien kon-—
nen somit entweder vorgemischt oder in der Reaktionskammer

trocken gelagert vorliegen.

Das Auslesen sollte im Sinne der Erfindung oberfldchennah ge-
schehen, da so durch das Entfallen von Waschschritten der

Vorteil der einfachen Fluidik wvoll zur Geltung kommt.

Fiir das erfindungsgemdBe Verfahren koénnen die in der Be-

schreibungseinleitung beschriebenen Mikroarrays bzw. das dort



10

15

20

25

30

35

WO 2007/000408 PCT/EP2006/063470
14

beschriebene Verfahren eingesetzt werden, unter der Voraus-—
setzung, dass das Verfahren weiter die Merkmale der vorlie-

genden Erfindung aufweist.

In der Ausfihrungsform der Erfindung, wonach diese zur Ex-—
pressionsanalyse bestimmter Gene eingesetzt wird, kdnnen im

Wesentlichen zwei Verfahren eingesetzt werden.

(1) Durch Vorlagerung des Schrittes der reversen Transkrip-
tion vor die Amplifikation (z.B. durch RT-PCR) kann das er-—
findungsgemdle Verfahren wie oben ausgefihrt Ubernommen wer-

den.

(2) Auf den Amplifikationsschritt kann ganz verzichtet wer-
den, wenn eine ausreichende Menge an mRNA in der Probe vor-
liegt, dann wird der Schritt der Amplifikation durch eine re-—
verse Transkription, die die mRNA in cDNA unter gleichzeiti-

ger Markierung Ubersetzt.

Gegenstand der Erfindung ist somit weiterhin die Gegenwart
von markierten 0ligo (T)-Nukleotiden und der Einsatz von Re-—
verser Transkriptase. Die Fanger-0Oligonukleotide miissen dabei
u. U. entsprechend verldngert gewdhlt werden, um die er-
winschte Hybridisierung zu erzielen und werden so typischer-
weise aus 20 bis 100, bevorzugt aus 20 bis 50 Nukleobasen be-

stehen.

Das erfindungsgemdBe Verfahren kann auf allen Gebieten, auf
denen Nukleinsdureanalysen betrieben werden, angewandt werden
wie z. B. in der medizinischen, forensischen, Lebensmittel-
und Umweltanalytik, im Pflanzenschutz, der Tiermedizin oder

allgemein in der Life Science Forschung.

Da die PCR einleitend iUberwiegend mit unmarkierten Oligo-
nukleotiden stattfindet, entstehen so unmarkierte Amplikons
(Figur 1). Da im Laufe der PCR-Zyklen die Konzentration
nicht-markierter Oligonukleotide abnimmt, kommt es in zuneh-

mendem MaBe zu Annealing- (Figur 3), Elongations— (Figur 4)
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und Denaturierungsvorgdngen (Figur 5) unter Beteiligung wvon

markierten Oligonukleotiden und von Fédnger-0Oligonukleotiden.

Hybridisierungen zwischen von markierten Oligonukleotiden und
von Fanger—-0Oligonukleotiden gebildeten elongierten Oligo-
nukleotiden werden erfindungsgemdl eingeleitet, indem nach
Abschluss der Denaturierung eines PCR-Zykluss auf einer Tem-
peratur oberhalb der Denaturierungstemperatur Hybridisie-
rungstemperatur verharrt wird (Figur 6). Dadurch kommt es
nicht zu einer festen Anbindung von noch freien Oligonukleo-—
tiden an die jeweils komplementdren Stellen der Amplikons. Im
Unterschied hybridisieren jetzt die an der Reaktionskammer-—
wand oder anderweitig immobilisierten aus der PCR gebildeten
Fanger—-Amplikons mit ihren komplementdren, markierten Ampli-
kons aus der Reaktionsldsung. Da ihre Sequenz wesentlich lé&n-—
ger ist als die der markierten und nicht-markierten Oligo-—
nukleotide (z.B. um den Faktor 2 bis 100, wvorzugsweise 10 bis
50), bleibt die Hybridisierung auch unter der herrschenden,
gegeniiber der Annealingtemperatur erhthten Temperatur stabil.
Die herrschende Temperatur sollte also oberhalb der Schmelz-
temperatur der relativ kurzen Primer und unterhalb der

Schmelztemperatur der relativ langen Amplikons liegen.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Figurenbeschrei-

bung beispielhaft dargestellt.

Die Figuren 1 bis 6 stellen den schematischen Verlauf des
Verfahrens dar. Die Zielsequenz (S0) ist durch die Sequenzen
S1 and S2 begrenzt, wobei im Allgemeinen S1 oder S2 auch noch
Teil der Zielsequenz sein kdnnen. Die jeweils komplementdren
Sequenzen sind durch "S0-Uberstrich", "Sl1-Uberstrich" oder
"S2-Uberstrich" gekennzeichnet. Im folgenden Text werden die-

se als S0*, S1* und S2* bezeichnet.

Die Figur 1 stellt den Beginn der PCR-Reaktion dar, wobei die
immobilisierten (mit der Sequenz S1*) und markierten Oligo-—
nukleotide (mit der Sequenz S2) erfindungsgemdB in weitaus

geringerer Konzentration vorliegen kdnnen als die nicht-mar-
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kierten Oligonukleotide (S1* und S2). Sie werden deshalb zu-
erst mit der Zielsegquenz (S0) oder (S0*) bzw. (S1+S0+S2) oder
(S1*+S0*+S2*) eine Amplifikation eingehen.

Figur 2 stellt den Verlauf einer PCR-Reaktion dar, die bis
dahin hauptsdchlich nur Amplikons generierte, die die in
Uberzahl vorhandenen nicht-markierten Oligonukleotide (S1%*

und S2) beanspruchten.

Figur 3 stellt den weiteren Verlauf des erfindungsgemidBen
Verfahrens dar, wobei jetzt die zuvor nach Figur 2 generier-—
ten Amplikons als Template flir die markierten (S2) und die

Fanger-0Oligonukleotide (S1*) dienen.

Figur 4 zeigt die vollstdndig verldngerten Amplikons aus Fi-

gur 3.

Figur 5 zeigt die durch z.B. Temperaturerhbthung ausgelbste
Teilung der in Figur 4 generierten Doppelstrdnge in seine

beiden Einzelstrdnge (Amplikons).

Figur 6 zeigt schlieBlich die erfindungsgemédBe Hybridisierung
zwischen den erhaltenen markierten und Fanger-Amplikons aus
Figur 5.Zwar treten die unmarkierten, in hbherer Konzentra-
tion geldsten Oligonukleotide in Konkurrenz zu den markier-—
ten, jedoch sollte dies eine ausreichende Hybridisierung mar-
kierter Oligonukleotide nicht behindern, da die Dichte der
dort gebildeten Fanger-Amplikons so hoch ist, dass es in un-—-
mittelbarer N&he des Spots zu einer Konzentrationsabnahme wvon
Amplikons kommt und daher eine Sdttigung der Fanger des Spots
nicht den begrenzenden Faktor bei der Hybridisierung mit mar-

kierten Amplikons darstellt.
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Patentanspriiche

(a)

(c)

(e)

Verfahren zum Nachweis zumindest einer Ziel-
Nukleotidsequenz umfassend die nachfolgenden Schritte
Bereitstellen von mit zumindest einer Ziel-
Nukleotidsequenz hybridisierbaren
- nicht markierten, freien Oligonukleotiden, im Folgenden
nicht-markierte Oligonukleotide genannt,
- markierten, freien, hybridisierbaren Oligonukleotiden,
im Folgenden markierte Oligonukleotide genannt und
— nicht markierten und immobilisierten Oligonukleotiden,
im Folgenden Fanger—-0Oligonukleotide genannt;
Bereitstellen der Probensubstanz in die Reaktionskammer,
wobeil die Probensubstanz die Ziel-Nukleotidsequenz (en)
(b.1) umfasst oder
die Ziel-Nukleotidsequenz (en) aus der Probensubstanz
durch reverse Transkription herstellbar ist (sind) (b.2),
wobel in diesem Fall
eine reverse Transkription einer RNA zur Herstellung von
markierten und/oder nicht-markierten Ziel-
Nukleotidsequenzen (b.2) in der Reaktionskammer durchge-—
fihrt wird;
Amplifikation (d.l) umfassend die Ziel-
Nukleotidsequenz (en) gemdB (b.1l), die nicht-markierten
Oligonuklecotide, die markierten Oligonukleotide und die
Fanger—-0Oligonukleotide zur Herstellung von markierten
Amplikons, nicht-markierten Amplikons sowie Fanger-—
Amplikons, oder
Verzicht (d.2) auf die Amplifikation soweit die Ziel-
Nukleotidsequenzen nach (b.2) durch reverse Transkription
mittels der markierten Oligonnukleotide in ausreichender
Zahl gewonnen wurden und fiir diesen Fall die Fanger-—
Oligonukleotide aus Schritt (a) zur Herstellung von mar-
kierten Nukleotidsequenzen bereitstehen;
Hybridisierung der nach (d.l) hergestellten markierten
Amplikons mit den immobilisierten Fanger—-Amplikons (e.l),
wobel die Dichte der gebildeten Fanger—-Amplikons so hoch

ist, dass es in unmittelbarer Nahe derselben zu einer
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Konzentrationsabnahme von freien markierten und nicht-
markierten Amplikons kommt und daher eine Sattigung der
Fadnger—-Amplikons nicht den begrenzenden Faktor bei der
Hybridisierung mit markierten Amplikons darstellt

oder

Hybridisierung der nach (d.2) hergestellten markierten
Nukleotidsequenzen mit den Fadnger-0Oligonukleotiden (e.2);
Detektion der Fanger-Amplikons oder der Fanger-—
Oligonukleotide aus (e.l) bzw. (e.2),

wobel nach Schritt (b) alle zur Durchfiihrung des Verfah-
rens bendtigten Reagenzien in einer Reaktionskammer vor-—
handen sind und wadhrend der weiteren Durchfiihrung des

Verfahrens nichts zugegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 1, , dadurch gekennzeich-
net dass

nach Schritt (f) eine erneute Amplifizierung nach Schritt
(d.1) durchgefiihrt wird.

Verfahren gemdR Anspruch 2, dadurch gekennzeich-
net, dass die Schritte (a) bis (g) in ein und derselben

Reaktionskammer ausgefiihrt werden.

Verfahren gemdB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zelichnet, dass die Schritte (a) bis (d) und (e) bis

(f) in jewells einer Reaktionskammer ausgefiihrt werden.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Fanger-
Oligonukleotide an der Reaktionskammer immobilisiert

sind.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die mar-

kierten Oligonukleotide an Beads gekoppelt sind.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—

spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Ampli-
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fikation eine PCR aufweisend eine Anzahl von Denaturie-—
rungs—, Annealing- und Elongationszyklen unter Einwir-—

kung eines Temperaturzykluses umfasst.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die zu un-

tersuchenden Sequenzen bevorzugt aus DNA bestehen und

die Oligonukleotide aus 5 bis 1000, bevorzugt aus 10 bis

100 und besonders bevorzugt aus 15 bis 30 Nukleobasen

bestehen.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Marker
optisch, elektrochemisch, enzymatisch, magnetisch, gra-
vimetrisch, radioaktiv oder durch Hap-
ten/Antikdrperwechselwirkungen bestimmt werden oder La-

dungstrdger aufweisen oder solche erzeugen.

Verfahren gemdR zumindest einem der vorhergehenden An-—
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfah-
ren die Schritte (f) und (g) in mehrfacher Folge um-—

fasst.

Verfahren gemdRl zumindest einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Marker
oberfldchennah, ggf. durch die L&sung hindurch, detek-

tiert werden.

Verfahren gemdRl zumindest einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die nicht-
markierten Oligonukleotide in héherer Konzentration als
die Summe der markierten Oligonukleotide und der Fanger-

Oligonukleotide vorliegen.

Verfahren gemdRl zumindest einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest 2,
vorzugsweise zumindest 5, unterschiedliche nicht-

markierte Oligonukleotide und zumindest 2, vorzugsweise
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zumindest 5, unterschiedliche markierte Oligonukleotide
mit Jjeweils zumindest 2, vorzugsweise zumindest 5, ver-
schiedenen in der Probensubstanz enthaltenden Zielsequen-
zen hybridisieren in einem Verfahren des Mehrkanal-

Multiplexings.

Verwendung des Verfahrens gemdB zumindest einem der vor-
hergehenden Anspriche fir das Genotyping oder die SNP-

Analyse umfassend die Amplifikation nach (d.1l).

Verwendung des Verfahrens gemdB zumindest einem der An-
spriiche 1 bis 5 und 8 bis 13 zur Genexpressionsanalyse

ggf. umfassend zusdtzlich eine Amplifikation nach (d.1).

Verwendung gemdB Anspruch 15, dadurch gekennzeich-
net, dass die zu untersuchenden Sequenzen bevorzugt aus
RNA bestehen und die Oligonukleotide aus 5 bis 1000, be-
vorzugt aus 10 bis 100 und besonders bevorzugt aus 15 bis
30 Nukleobasen bestehen.

Testbesteck aufweisend nur eine Reaktionskammer umfas-—

send

- nicht markierte, freie Oligonukleotide, im Folgen
den nicht-markierte Oligonukleotide genannt,

- markierte, freie Oligonukleotide, im Folgenden mar
kierte Oligonukleotide genannt und

- nicht markierte und immobilisierte Oligonukleotide,
im Folgenden Fanger-0Oligonukleotide genannt,

- Tragermaterial filir die Fé&nger-0Oligonukleotide vor
liegend als Bestandteil der Reaktionskammer oder in
der Reaktionskammer befindlich, wobei die Fadnger-—
Oligonukleotide in hoher Dichte am Trdgermaterial
immobilisiert sind, und

- Reagenzien umfassend zumindest Reaktionsl&sung, En
zyme, freie Desoxyribonukleotide, Puffer und Addi

tive.
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Testbesteck gemdl Anspruch 17 aufweisend als Additive
zumindest eine der nachfolgenden Substanzen: DMSO, Gly-—

cerin, und Mg-Ionen.

Testbesteck gemdl Anspruch 17, dadurch gekenn-
zelchnet, dass die nicht-markierten Oligonukleotide
in hdherer Stiickzahl als die Summe der markierten Oligo-
nukleotide und der Fanger-0Oligonukleotide zugesetzt

sind.

Testbesteck gemdl den Anspriichen 17 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dass zumindest 2, vorzugsweise zu-
mindest 5, unterschiedliche nicht-markierte Oligonukleo-—
tide und zumindest 2, vorzugsweise zumindest 5, unter-
schiedliche markierte Oligonukleotide mit Jjeweils zumin-—
dest 2, vorzugsweise zumindest 5, verschiedenen in der
Probensubstanz enthaltenden Zielseguenzen hybridisieren

in einem Verfahren des Mehrkanal-Multiplexings.

Verfahren gemdl zumindest einem der Anspriche 1 bis 13
unter Verwendung des Testbestecks gemdl Ansprichen 17
bis 20.
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